新規抗癌剤Trifluridineの消化管吸収及び毒性発現への輸送体の関与 by 髙橋 孝一 & Takahashi Koichi
氏 名 
学 位 の 種 類 


















主査 玉井 郁巳 
副査 加藤 将夫 
副査 中島 美紀 
副査 崔  吉道 







TAS-102, which is effective for refractory metastatic colorectal cancer, is a combination drug of anticancer 
trifluridine (FTD), which is derived from pyrimidine nucleoside and FTD-metabolizing enzyme inhibitor tipiracil 
hydrochloride (TPI) at a molecular ratio of 1:0.5. Since FTD shows a good absorption in human despite of 
hydrophilic nature, it was considered any transporters contribute to its intestinal absorption. To evaluate the 
intestinal absorption mechanism of FTD, the uptake and transcellular transport of FTD by human small intestinal 
epithelial cell (HIEC) monolayer as a model of human intestinal epithelial cells as well as transporter-expressed 
cells were investigated.  
The apical uptake and membrane permeability of FTD by HIEC monolayers were saturable, Na+-dependent, and 
inhibited by nucleosides. These transport characteristics are mostly comparable with those of concentrative 
nucleoside transporters (CNTs). Moreover, to evaluate the basolateral membrane transport mechanism of FTD, the 
transcellular transport of FTD across HIEC monolayer was investigated. The transport of FTD by equilibrative 
nucleoside transporters (ENTs) was bidirectional, and the intracellular accumulation from apical side was increased 
by S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBMPR), an ENT selective inhibitor. The uptake of FTD by CNT1-expressing 
Xenopus oocytes was the highest among human CNT transporters. Moreover, FTD was found to be a substrate for 
ENT1 and ENT2. The affinity of FTD for CNT1 was higher than that for ENT1 or ENT2. The effect of NBMPR on 
the cytotoxicity of FTD in HIECs was dependent on the concentration of FTD: NBMPR increased and decreased 
cytotoxicity of FTD at low and high concentrations of FTD, respectively. This paradoxical phenomenon was 
explained by partial contribution of ENTs to the apical uptake of FTD at higher concentrations, since apical uptake 
of FTD was decreased by NBMPR in the absence of Na+, where CNT1 is not functional. Moreover, it was shown 
that ENT1 was localized in the apical membrane as well as basolateral membrane by confocal laser microscopy. 
In conclusion, result was demonstrated that FTD exhibits high oral absorption by the contribution of human CNT1 
and ENTs in intestinal epithelial cells. Moreover, basolateral ENTs likely contribute to the intestinal trans-epithelial 
permeation, resulting in a decreased intestinal toxicity in human by maintaining lower intracellular accumulation of 
FTD taken up mainly by CNT1 from apical side. 
 
【背景・目的】 
新規抗癌剤 TAS-102の配合成分である trifluridine（FTD）は，水溶性化合物であるが（logP = -0.452, pH 
= 7），ヒトにおける吸収率は 60%以上と良好な吸収性を示す．FTDの吸収率はラットにおいても 75%以

















HIEC 細胞ならびにアフリカツメガエルの卵母細胞及び Caco-2 細胞に輸送体を発現させた細胞を用い
て，FTD の取り込み及び膜透過性を測定した．ヌクレオシドトランスポータータンパク質の局在は免疫








を示し，Km値は 15.0 μMであった．また，Na+存在下では，pH 7.0で最も高い取り込み活性を示した．
Na+非存在下では，酸性側の pHでわずかに取り込みが上昇したが，顕著な変化ではなかった．さらに，
FTDの取り込みは，uridine，thymidine及び inosineによって低下した．また，nucleobaseの uracilや








い取り込みが得られ，その中で CNT1が最も高い活性を示した．CNT1による FTDの取り込みは Na+依
存性ならびに Km値が 69.0 μMとなる飽和性を示し，本 Km値は HIEC細胞で得られた Km値（15.0 μM）
と同程度であった．さらに，CNTsの発現量が低いことが報告されている Caco-2細胞に CNT1を安定発
現させた細胞を作製したところ，FTDの膜透過は吸収方向の透過性が高く，その透過は Na+非存在下で
顕著に低下した．また，インキュベーション後の FTDの細胞内蓄積も Na+存在下における CNT1/Caco-2
細胞で最も高く，その蓄積は Na+非存在下ではMock細胞と同程度まで低下した．以上の結果から，HIEC
細胞における頂側膜での FTDの取り込みには，主に CNT1が関与していると結論付けられた．  
次に消化管の側底膜における発現が高い ENTsに着目し，FTDの ENT1及び ENT2による認識性を検討




を示さなかった．また，インキュベーション 2時間後の細胞内蓄積量は，100 μM NBMPRによって低下
した．これら FTDの濃度に依存した細胞内蓄積の変化を説明するために，FTDの刷子縁膜での取り込み
に ENTsが寄与しているという仮説が考えられた．また，排泄方向の膜透過係数は，NBMPR存在下で減









存在下では 100 μM NBMPRによって FTDの取り込みは 10％程度しか低下しなかった．しかし，Na+存在
下では CNTsの寄与が大きく，ENTの寄与を検出しにくいと考え，Na+非存在下で NBMPRの影響を検討
した．その結果，NBMPRの濃度依存的に FTDの取り込みは減少した．また，ENT1のみを阻害する濃度
として用いた 0.1 μM NBMPRにおいて，FTDの取り込みは単純拡散によると思われる取り込み量まで低
下した．ENTsの寄与を裏付けるために，HIEC細胞における FTD濃度依存性を Na+存在下及び非存在下
において検討した．HIEC細胞における Na+存在下での Km値（0.011 mM）は CNT1発現細胞における Km
値（0.069 mM）と類似しており，Na+非存在下での Km値（0.85 mM）は ENT1発現細胞における Km値（0.71 
mM）と類似していた．したがって，Na+非存在下では HIEC細胞における FTDの取り込みには，主に ENT1
が寄与していると考えられた．また，免疫細胞化学的染色により，HIEC細胞において ENT1は側底膜及
び頂側膜いずれにおいても発現が確認された．したがって，HIEC細胞における FTDの輸送には両細胞
膜で ENT1の寄与が裏付けられた．以上より，HIEC細胞の側底膜での FTDの輸送には ENT1及び ENT2
が寄与していると考えられた．また，刷子縁膜では低濃度では CNT1が，高濃度においては ENT1の寄
与が増大すると考えられた．さらに，ENTsによって細胞内蓄積量が変化し，細胞毒性がその影響を受け




FTD は，消化管刷子縁膜において CNT1 及び一部 ENT1 により吸収され，側底膜では ENT1 及び ENT2
によって血液側に透過することで，高いアベイラビリティの一因を担っていると考えられた．また，刷



























が、CNT 機能は種差を示すことからヒトでの CNT の寄与を検討した。ヒト小腸上皮細胞
との機能的類似性が高い新規細胞株 HIECsを用いた結果、主に Na+依存性を示す吸収方向




その結果、FTD は ENT1 および ENT2 の基質となることを見出した。HIECsにおいても
ENT選択的阻害薬NBMPRによって FTDの吸収方向輸送は低下した。また、ENT1が FTD
を細胞内から血液中へと効率よく輸送することから FTDの細胞毒性は低いことが示された。
以上、小腸上皮細胞両細胞膜において輸送体を介した医薬品の吸収機構を示した本研究は、
消化管動態における輸送体の重要性を示すものであり、創薬や相互作用予測に貢献すること
から博士(創薬科学)に値すると判定された。 
 
 
